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ATP  Adenosine triphosphate 
bsr  Blasticidin S-resistance gene 
CDDP  Cis-Diammine dichloro platinum (Cisplatin) 
CPT  Camptothecin 
DMSO  Dimethyl sulfoxide 
DNA  Deoxyribonucleic Acid 
D.W.  Distilled water 
FA  Fanconi Anemia 
FBS  Fetal bovine serum 
his  Histidine 
HR  Homologous Recombination 
HU  Hydroxyurea 
hyg  Hygromycin 
ICL  Interstrand crosslink 
ID  FANCI-FANCD2 complex 
Kb  Kilo base pair 
MMC  MitomycinC 
MMS  Methyl methanesulfonate 
neo  Neomycin 
NHEJ  Non-Homologous End-Joining 
Puro  Puromycin 
RPA  Replication Protein A 































































図２ .アジ化ナトリウムによるエームステストの例 (1) 
 
図３ .アフラトキシンの発がん作用 (25) 
 
 














































ライブラリーを持っている。DT40 細胞の特色として、細胞の 70%が S 期(DNA 複製期)に
あり、G1 から S 期に移行する際の DNA 損傷チェックポイントが全く機能しないことが挙
げられる。この特徴は、DNA 損傷を高感度に捉えるのに適している。それは、G1 期に DNA






















	 変異原性を高感度に解析するための DNA 修復経路として、次のようなものが挙げられる。 
 
○相同組換え修復（HR） 








	 HR の早期の過程では、DNA 二本鎖の切断末端が Mre11-Rad50-Nbs1 複合体（MRN 複
合体）によって消化され、それによって生じた一本鎖領域に replication protein A（RPA）
タンパク質が結合し、安定化される。その後、相同組換えの中心的役割を担う Rad51 が切
断部位で RPA と入れ替わって、Rad51 が切断部位の一本鎖 DNA を取り巻くような形で結
合する“タンパク質-一本鎖 DNA フィラメント”を形成し、相同な正常二本鎖 DNA へ入り
こんだ構造（D-loop）を形成する(27)。 
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 HR の中期〜後期の過程では、二本鎖 DNA 同士で相補鎖を交換した、組換え反応の中間
体構造として知られるホリデー構造の形成を伴う経路（double-strand break repair:DSBR）
と、ホリデー構造を作らずに修復合成した DNA が元の DNA と再びアニールして交叉（ク
ロスオーバー）を伴わない組換えを行う SDSA（synthesis-dependent-strand annealing）
の２つの経路があり、体細胞における HR は、後者の経路であると考えられている。 
	 HR の早期では BRCA2 や Rad51 が、中期〜後期では Rad54 や SLX4 が重要な役割を果
たしている。	 
	 











	 Non-Homologous End-Joining :NHEJ（非相同末端結合）は、空間的に近接する DNA
の末端同士を結合する機構であり、ヒトなどの高等真核細胞において、放射線による DNA
二本鎖切断の修復に優勢に機能している。また、NHEJ は、偶発的な DNA 切断以外にも、
免疫組織系において細胞自身が自発的に DNA 切断を誘発して抗体などの多様性を生み出




	 この反応では、まず初めに DNA 切断末端に Ku（Ku86 または Ku80 と Ku70 のダイマ
ー）が結合し、次にタンパク質リン酸化酵素 DNA-PKcs がリクルートされて活性化し、
DNA-PKcs 自身、および、他の修復酵素群をリン酸化する。WRN、PNK などが、再結合
に適するように DNA 末端のプロセシングを行い、最終段階では、XRCC4/DNA リガーゼ
Ⅳ複合体により、末端同士の再結合が行われて修復が完了する(27)。 




図 7. Ku 依存の NHEJ 経路と別の経路 (4) 
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○損傷乗越え修復（TLS） 
	 translesion DNA synthesis : TLS（損傷乗越え修復）は、損傷塩基を鋳型に強行的に複
製を行う機構である。これを担っているタンパク質群には、ユビキチン化に関わる酵素や
DNA の滑る留め金 (Sliding Clamp)として働く PCNA(Proliferating Cell Nuclear 
Antigen : 増殖細胞核抗原)の他、ポリメラーゼ活性を持つ酵素群(TLS ポリメラーゼ)がある。
TLS を担うポリメラーゼは、それの発見以前に知られていた大腸菌のポリメラーゼⅠ・Ⅱ・
















	 Fanconi Anemia : FA（ファンコニ貧血）は先天性骨髄不全症候群の１つであり、1927
年、スイスの小児科医 Guido Fanconi 博士によって初めて報告された稀な小児遺伝性疾患




をマイトマイシン C（MMC）やシスプラチンなどの DNA 鎖間架橋（Interstrand crosslinks : 
ICL）薬剤で処理すると，染色体の断裂や，染色体が放射状に連結したラジアル構造とよば
れる特徴的な染色体が観察される。このような ICL への極めて高い感受性は他の疾患では
みられず，この染色体断裂試験が FA の診断基準の 1 つとして用いられている。 
	 ファンコニ貧血は単一の原因遺伝子による均一な疾患ではない。FA は当初，MMC 感受
性を指標とした体細胞融合による遺伝子相補試験によりいくつもの相補群に分類された。
1992 年，初めて FANCC 遺伝子が同定され、現在のところ 16 の原因遺伝子/相補群（FANCA、
FANCB など）が知られており、これらのいずれの遺伝子欠損でもほぼ同様の症状が出現す
る。これら FA 遺伝子産物が機能している共通の生化学経路を、FA 経路と呼ぶ。 
	 FA 経路は上流のコア複合体を形成する分子群と、その下流の FANCD2-FANCI(ID 複
合体)、さらに下流の相同組換え分子群にわけられる。コア複合体はユビキチン化酵素であ
り、その働きで、ID 複合体にはユビキチンと呼ばれる小さいタンパク質が結合し、性質を
変えて(活性化)DNA 修復に機能するようになる(27)。	 	  
 
図 9.FA 経路の作用順序 (6) 
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2.  使用した細胞・試薬及び装置  
 
2.1.実験に用いた欠損細胞  
	 ニワトリ B リンパ球細胞 DT40 で、以下の遺伝子を欠損させた細胞を使用し
た。 
 
欠損細胞 修復経路 傷の種類 
ΔRad54/Ku70 HR/NHEJ 二本鎖・一本鎖切断 
ΔRev3 TLS アダクト 





















図 11.Rad54 欠損マウスでの放射線と MMS の感受性 (8) 
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○	 Ku70 
	 Ku70 は、Ku80 とヘテロダイマーを作り、DNA 二本鎖切断の端に結合し、非相同末端結
合修復や V(D)J 組換えに必要とされる。 
 
図 12.Ku の働き (9) 
 
 
図 13.Ku70 欠損 ES 細胞での放射線感受性 (10) 
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 本研究では、Rad54/Ku70 の二重欠損株を使用し、DNA を切断するような傷を与える化学
物質に対する感受性を高めた。 
 



















	 Rev3 は Polζの触媒サブユニットであり、哺乳類における損傷乗越え合成に関わるポリ
メラーゼである。TLS において、Rev1・Rev7 と協同的に機能する。 
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 Fan1（FANCD2/FANCI associated nuclease 1）は、ファンコニ経路（FANCD2）によって
制御され、傷ついた DNA に集合する DNA 切断酵素である。 
C 末端にヌクレアーゼドメイン、N 末端にユビキチン結合ドメインを持つ。 
	 Fan1 欠損株を使用することで、シスプラチンやマイトマイシン C のような、DNA 鎖間架
橋（Interstramd crosslink : ICL）を作って損傷を与える化学物質を検出する。 
 
図 16.Fan1 の作用 (15) 
 
 




We also tested a Caenorhabditis elegans strain harboring a
deletion in the C. elegans ortholog of FAN1 (Figures 1A and 1B),
encoded by the C01G5.8 locus, for sensitivity to ICL-inducing
agents. This deletion does not lead to any overt developmental
defects (data not shown). L1-stage worm larvae were exposed
to ICL-inducing agents, and the effects on the progression to
subsequent larval stages L2, L3, L4 and to adult stages were
observed. As shown in Figure 6B worms defective in Ce-fan-1
were hypersensitive to nitrogen mustard (HN2) and cisplatin,
even more so than a deletion of the C. elegans fcd-2 Fancd-2 or-
tholog. These data were confirmed by depletion of Ce-fan-1 by
RNA interference (data not shown). Furthermore, the Ce-rend-1
(tm423) deletion resulted in reduced progeny survival when L4
stage animals were exposed to nitrogen mustard (data not
shown). Thus, the ICL hypersensitivity associated with defects
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Figure 6. FAN1 Is Required for ICL Repair
(A) HEK293 cells were transfected with the siRNAs
indicated. Clonogenic survival assays were carried
out with cisplatin or mitomycin-C (see the Experi-
mental Procedures). For each siRNA, cell viability
of untreated cells is defined as 100%.
(B) Synchronized L1 larva stage animals of the
relevant genotype were incubated with the indi-
cated concentrations of nitrogen mustard (HN2)
or cisplatin. After 48 hr, the extent of develop-
mental progression of the worms was scored, by
counting the number of worms in the adult and
various larval stages (L1–L2, L3–L4). Adult worms
were scored as fertile if they contained fertilized
eggs and as sterile if they did not.
(C) HEK293 cells transfected with control siRNA
or FAN1 siRNA (FAN1-1) were treated with
cisplatin (1 mg/ml) for 2 hr and then allowed to
recover for the times indicated. The proportion
of cells in each population with more than two
g-H2AX foci at each time point (‘‘g-H2AX positive’’)
was determined. The experiment was done
three times, and a representative experiment is
shown.
(D) The frequency of chromosome breaks and
radial chromosomes in metaphase spreads of
HEK293 cells transfected with control siRNA or
FAN1-1 siRNA was measured before and after
exposure to MMC (25 ng/ml; 18 hr) was measured
as described previously (Deans and West, 2009).
Data in (A) and (C) are represented as mean ±
SEM. See also Figure S5.
FAN1 Is Required for Efficient
Repair of ICL-Induced DNA Breaks
We next sought to determine at what
stage of ICL repair FAN1 acts. ICLs
causemonoubiquitinationofFANCD2and
FANCI that promotes ICL repair. Monou-
biquitination of FANCD2 and FANCI
causes reduced electrophoretic mobility
(Garcia-Higuera et al., 2001). Exposure
of HEK293 cells transfected with control
siRNA to cisplatin or MMC resulted in damage-induced monou-
biquitination of FANCD2 and FANCI (Figure S5C). Consistent
with previous reports, depletion of FANCA abolished FANCD2
and FANCI monoubiquitination. However, depletion of FAN1
had no detectable effect (Figure S5C). Therefore, FAN1 is not
required for monoubiquitination of FANCD2 or FANCI.
Exposure of cells to ICL-inducing agents causes DSBs,
judged by g-H2AX foci or pulsed field gels. These DSBs, formed
as a result of replication fork cleavage by MUS81 during
ICL unhooking (Hanada et al., 2007; Hanada et al., 2006)
(Figure S1), initiate the HR step of ICL repair. We next tested
whether depletion of FAN1 from cells affected the induction of,
or disappearance of g-H2AX foci induced by ICLs. HEK293 cells
were transfected with control siRNA or FAN1 siRNA and were
either left untreated or exposed to cisplatin for 2 hr. Cells were
washed free of cisplatin and incubated in fresh medium, and











































































Labo stock 5mg/ml 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 0.1, 0.2, 0.4  (μg/ml)[S9 有] 
  0,  10, 20, 40  (μg/ml)[S9 無] 
 
●	 アセトン 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 100, 1000, 10000 (μg/ml) 
 
●	 アニリン 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 10, 100, 1000(μg/ml) 
 
●	 カンプトテシン 
Labo Stock 10μM 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 10, 20, 40 (nM) 
 
●	 シスプラチン 
Labo Stock 1.7mM 
溶媒 PBS 




Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 30, 100, 1000 (μg/ml) 
 
●	 DMSO 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 3, 30, 60 (μg/ml) 
 
●	 エタノール 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 100, 1000, 10000(μg/ml) 
 
●	 エチジウムブロマイド 
Labo Stock 10mg/ml 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 0.11, 0.22, 0.33 (μg/ml) 
 
●	 ホルムアルデヒド 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 0.014, 0.14. 1.4 (μg/ml) 
 
●	 H2O2 
Labo Stock 原液 
溶媒 PBS 





Labo Stock 100mM 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 30, 60, 90 (mM) 
 
●	 ICRF-193 
Labo Stock 1mM 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 250, 500, 1000 (nM) 
 
●	 メタノール 
Labo Stock 原液 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 100, 1000, 10000 (μg/ml) 
 
●	 MMS 
Labo Stock 原液 
溶媒 PBS 
最終濃度 0, 20, 40, 60 (μg/ml) 
 
●	 MMC 
Labo Stock 10mg/ml 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 200,400,600 (ng/ml) 
 
●	 二クロム酸カリウム 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 






Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 0.52, 5.2, 52 (μg/ml) 
 
●	 ソルビン酸 
Labo Stock 粉末 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 3, 30, 60 (μg/ml) 
 
●	 スーダンⅠ 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 10, 50, 100 (μg/ml) 
 
●	 チオウレア 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 
最終濃度 0, 1, 10, 100(μg/ml) 
 
●	 1-ナフトール 
Labo Stock 粉末 
溶媒 DMSO 
最終濃度 0, 3, 30, 300 (μg/ml) 
 
●	 4-ニトロフェノール 
Labo Stock 粉末 
溶媒 D.W. 







試薬 使用量  
RPMI 1640                               500ml 
FBS                                      50ml 
L-Glutamin                                5ml 
Penicillin/Streptmycin                      5ml 
Chicken serum                           5ml 
2-Mercaptoethanol                         500ul 
*2-Mercaptoethanol は 0.22um フィルターでろ過した。 
*FBS は 56 度で 30 分非慟化した。 
 
●	 PBS(1%FBS) 
試薬 使用量  
D-PBS 49.5ml  




























ーゼⅠと DNA と水素結合し、DNA 合成を阻害する。(17) 
 
○	 Cisplatin 
グアニン・アデニンの N7 位と塩素原子部位で結合して架橋を形成し、DNA の複製
を阻害する白金錯体。(18) 
 
○	 Ethidium Bromide 
ピリジン環に２つのアニリンが縮環した三環系であり、フェニル基と共役π電子系












dNTP を枯渇化し、DNA 一本鎖切断の修復不全を起こし、細胞を致死させる。(19) 
 
○	 ICRF-193 
トポイソメラーゼⅡの酵素活性を阻害して、DNA 二本鎖切断を引き起こす。 (16) 
 
○	 Methyl methanesulfonate（短期曝露） 










○	 Potassium Dichromate 
六価クロムの１つで、細胞内で Cr(Ⅵ)が Cr(Ⅲ)に還元される過程で DNA を損傷さ
せる。(23) 
 

















































2.5.ATP 法  




際に光を発する。ATP が必須因子であるため、生じる発光量は ATP 量に比例する。この
原理を用いて、代謝活性のある細胞に由来する ATP 量を測定し、生存細胞の数を計測する
方法を、ATP 法と呼ぶ。本研究では、CellTiter-GloTMLuminescent Cell Viability Assay(プ
ロメガ)を使用して ATP 量を測定し、細胞の生存率を決定した(30)。 
 
 




測定には、Fluoroskan Ascent FL (Thermo)を使用した。この装置は、蛍光・発光を一台で測
定できるマイクロプレート蛍光光度計である。 
 
cubated at 30‡C for 30 min. After adding 20 Wl of ethanol to the
reaction mixture, 2 Wl of the reaction solution was spotted on thin-
layer chromatography (TLC) plates (Silica gel 60 F254, Merck). First
development was performed in dioxane/50 mM acetic acid (4:1), fol-
lowed by second development in dioxane/ammonium hydroxide/water
(6:1:5) at the same level as the ¢rst development. The Rf values of [K-
32P]ATP and [K-32P]AMP were identi¢ed to 0.17 and 0.51, respec-
tively, comparing with the Rf values for authentic samples of ATP
and AMP under a UV lamp at 254 nm. The radioactivity of [K-
32P]AMP was measured using an image analyzer (Fuji Film; a model
BAS 2500) for 30 min exposure and was obtained by subtracting the
background value. The intensity was calculated as a percentage of
that produced with ¢re£y luciferin as a substrate under the same
reaction conditions and the data were analyzed by Student’s t-test.
2.3. Requirements for oleoyl-CoA synthesis in ¢re£y luciferase reaction
The reaction mixture (20 Wl) contained [1-14C]oleic acid (19.2
nCi= 17.3 WM), ATP (250 WM), CoA (250 WM), MgCl2 (5 mM)
and recombinant P. pyralis ¢re£y luciferase (1.27 Wg= 1 WM) in 100
mM Tris^HCl (pH 7.8). The reaction was started by adding luciferase
and incubated at 30‡C for 60 min. After adding 20 Wl of ethanol to the
reaction mixture, 2 Wl of the reaction solution was spotted on TLC
plate (Silica gel 60 F254, Merck) and was developed in dioxane/am-
monium hydroxide/water (3:0.5:2). Oleoyl-CoA (Rf = 0.50) was iden-
ti¢ed using the authentic sample of oleoyl-CoA under a UV lamp at
254 nm. The radioactivity of [1-14C]oleoyl-CoA was measured in a
BAS 2500 (Fuji) and the relative intensity was obtained by subtracting
the background value.
2.4. Isolation of fatty acyl-CoA by reversed-phase HPLC
The reaction mixture (400 Wl) contained substrate (17.3 WM; pal-
mitic acid, oleic acid, linoleic acid, linolenic acid or arachidonic acid),
NTP (250 WM; ATP, GTP, CTP, TTP, UTP or ITP), CoA (250 WM),
MgCl2 (5 mM) and recombinant ¢re£y luciferase (25.4 Wg= 1 WM)
from P. pyralis or L. cruciata in 100 mM Tris^HCl (pH 7.8). The
enzyme reaction was started by addition of luciferase and incubated at
30‡C for 60 min. The reaction was terminated by adding 267 Wl of
acetonitrile and centrifuged at 10 000 rpm for 5 min. The resultant
supernatant was subjected to reversed-phase high performance liquid
chromatography (HPLC) using a Capcell Pak C18 (4.6U150 mm;
Shiseido, Japan) and with a linear gradient of 40^70% acetonitrile
in 25 mM KH2PO4 from 5 to 17 min, followed by 70% acetonitrile
for 8 min at a £ow rate of 0.8 ml/min. The fractions from the column
were monitored using a multi-wavelength detector (195^650 nm; MD-
2010 plus, Jasco). Elution times of palmitoyl-CoA, oleoyl-CoA, lino-
leoyl-CoA, linolenoyl-CoA and arachidonoyl-CoA were 18.4 min,
19.1 min, 17.1 min, 14.8 min and 16.2 min, respectively.
2.5. Identi¢cation of fatty acyl-CoA by MALDI-TOF-MS
The peak fraction isolated from HPLC analysis was subjected to
matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-£ight mass spec-
trometry (MALDI-TOF-MS) with an AutoFLEX (Bruker Daltonics)
using 3-hydroxypicolinic acid as a matrix. The data were acquired in
the negative re£ector mode of operation.
2.6. Kinetic analyses
The reaction mixture (500 Wl) contained linolenic acid (0.1^100
WM), ATP (250 WM), CoA (250 WM), MgCl2 (5 mM) and recombi-
nant P. pyralis ¢re£y luciferase (6.32 Wg= 0.2 WM) in 100 mM Tris^
HCl (pH 7.8). The reaction was started by adding luciferase and in-
cubated at 30‡C for 10 min. The product, fatty acyl-CoA, was mea-
sured by reversed-phase HPLC as described in Section 2.4. Since a
strong inhibition for fatty acyl-CoA synthetic activity of ¢re£y lucif-
erase was observed at high concentrations (over 20 WM) of various
fatty acids, the Km, Vmax and Kcat values for linolenic acid were de-
termined at concentrations from 10 to 20 WM of fatty acids by the
method of Lineweaver^Burk plots.
2.7. Luminescence assay
The reaction mixture (100 Wl) contained substrate (10 WM; fatty
acid or ¢re£y luciferin), ATP (250 WM), CoA (250 WM) and MgCl2
(5 mM) in 100 mM Tris^HCl (pH 7.8). The reaction was started by
the addition of enzyme (1.27 Wg, recombinant P. pyralis ¢re£y lucif-
erase; 2 Wg, acyl-CoA synthetase from Pseudomonas sp.) at 25‡C. The
initial intensity of the luminescence was determined with an Atto
(Tokyo, Japan) model AB-2200 luminometer. The detection limit of
the luminometer corresponded to the light intensity from 1 pg of
recombinant aequorin (4.8U1015 photons/mg protein) as a light
source.
3. Results and discussion
In the ¢rst step, to screen a suitable substrate for acyl-CoA
formation by P. pyralis ¢re£y luciferase, the acyl-adenylate-
mediated reaction was monitored by the formation of [K-
32P]AMP from [K-32P]ATP using TLC analysis. In the pres-
ence of [K-32P]ATP, Mg2þ and CoA, the following substrates
were examined: acetic acid (C2), propionic acid (C3), palmitic
acid (C16:0), oleic acid (C18:1), linoleic acid (C18:2), linolenic
acid (C18:3) and arachidonic acid (C20:4), p-coumaric acid
and its derivatives. The results suggest that long chain unsat-
urated fatty acids are the most suitable substrate for the ad-
enylation reaction (Fig. 2). Arachidonic acid, in particular,
has ca. 50% e⁄ciency of production of AMP in comparison
with that using ¢re£y luciferin as a substrate under the same
conditions. Other substrates of aromatic acids for plant
p-coumarate:CoA ligase and short chain acids were not uti-
lized e⁄ciently by ¢re£y luciferase. The identi¢cation of fatty
acyl-CoA formation via fatty acyl-adenylate was performed
using [1-14C]oleic acid as a substrate and oleoyl-CoA as an
authentic sample. Based on TLC analysis, [1-14C]oleoyl-CoA
was a product and ATP, Mg2þ and CoA were the essential
cofactors for the reaction (Table 1). Other nucleotides includ-
ing GTP, CTP, TTP, UTP and ITP did not stimulate the
formation of oleoyl-CoA signi¢cantly (data not shown). Fur-
thermore, the oleoyl-CoA product was also isolated by re-
versed-phase HPLC. A single major peak showing the identi-
cal retention time to the authentic oleoyl-CoA was separated
by HPLC (Fig. 3A). The peak fraction isolated was analyzed
Fig. 1. Schematic representation of bioluminescence reaction (A) and fatty acyl-CoA synthetic reaction (B), catalyzed by ¢re£y luciferase.
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3. 実験操作  
 
3.1.DT40 細胞の培養 
DT40 の野生型細胞（Wild Type：WT）と、各種 DNA 修復経路の欠損細胞(ΔRad54/Ku70、
ΔRev3、ΔFan1)を 10cm Dish にて 10ml のニワトリ完全培地で 39.5℃、湿潤環境下、CO2







24 穴プレートに 1ml ずつ分注した。その後、各化学物質を 0(コントロール)※１を含む数段
階の濃度でそれぞれ添加した※２。添加後、細胞は培養時と同環境で 48 時間曝露を続けた。  
※１濃度 0 の場合は、化学物質の希釈に使用した溶媒を同量添加した。 






	 まず各細胞の細胞濃度を測定し、それぞれ 2×104cell/ml になるように培地で希釈し※１、
1.5ml チューブに 1ml ずつ分注した。次に、化学物質を 0(コントロール)※２を含む数段階の
濃度でそれぞれ添加して※３転倒混和し、培養時と同環境で 1 時間曝露をした。その後、別
の 24 穴プレートに 1ml ずつ新しい培地を入れ、曝露した細胞液を 10μl ずつ加え、同環境
で 72 時間培養を続けた。 
※１MMS を曝露する実験の際には、各細胞は培地ではなく PBS(1%FBS)で希釈した。 
※２濃度 0 の場合は、化学物質の希釈に使用した溶媒を同量添加した。 









ーブに、S-9mix 50µl と０を含む※１各濃度の代謝毒性物質を加え※２、各細胞液 0.5ml を入
れ、転倒混和した。その後、培養時と同環境で１時間曝露した。１時間後、24 穴プレート
に新しい培地 1ml を入れ、そこにチューブ内の各細胞液を 10µl ずつ加え、同環境で 72 時
間培養した。 
※１濃度 0 の場合は、化学物質の希釈に使用した溶媒を同量添加した。 




	 曝露終了後の各細胞液 0.1ml を黒色 96 穴プレートに分注し、CellTiter-Glo を 0.1ml 加
え、よく撹拌した。この試薬は生細胞に存在する細胞内 ATP に従って発光反応をする。従
















































































































































































































































































































	 解析の結果、偽陽性は 0％、偽陰性は 8.3％であることが分かった。従来の評価方法であ
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